原索動物マボヤ (Halocynthia roretzi) におけるチロシナーゼ遺伝子群の転写調節領域とゲノム構造に関する研究 by 豊田 礼子
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論文内容要旨
 脊椎動物のメラニン産生色素細胞の発生に関する分子機構は,主にマウスやヒトの細胞を用いて行わ
 れてきた研究により,20以一しの遺伝子がこれまでクローニングされ,その機能や相互作用が解析されつ
 つある。本研究では,我々脊椎動物における色素細胞発生機構の系譜を解明する新しい視点として,脊
 椎動物に進化的に最も近縁であると考えられている原索動物を用い,組織特異的に発現する遺伝子群の
 構造や発現制御機構はどの程度保存され,あるいは多様化してきたのかを具体的に明らかにすることを
 目的とする。
 マボヤは,幼生の脳胞内感覚器である平衡器と眼点にそれぞれユつづつメラニン産生色素細胞を分化
 させる。メラニン生合成の鍵酵素であり色素細胞の分化マーカーとしても使われるチロシナーゼやチロ
 シナーゼ関連タンパク質(tyroshlase-relatedprotein/TRPπyrp)からなるチロシナーゼファミリーは,マウ
 スやヒトをはじめ種々の脊椎動物においてそれらをコードする遺伝子が報告されているが,近年クロー
 ニングされたマボヤチロシナーゼ(HrTYR)とマボやTRP/丁〕vrρ(HrTRPIH∫了yrp/遺伝子も尾芽胚におい
 てこれらの色素細胞特異的に発現する。
 筆者はまずHrアR高貴伝弄のエキソンーイントロン構造を明らかにするためにゲノムの塩基配列を決定し
 た。その結果,HrT尺Pのコーディング領域は短い6つのイントロンに分断された7つのエキソンからなる
 こと,第6イントロンは脊椎動物のチロシナーゼ,TRP-1,TRP-2にも保存されているイントロンである
 こと,第4イントロンは脊椎動物のチロシナーゼ,TRP.コに保存されていることが分かった[,また,
 HrTRP遺伝子には,エキソン7とアミノ酸配列にして約60%の相同性があるエキソン7bの存在も確認され
 た。このエキソン7bはヒト丁震P-2遺伝子の第8エキソンと約47%の相同性がある。イン1・ロンの配列やサ
 ザンハイブリダイゼーションの結果から,エキソン7,7bのそれぞれのタイプの違いはaltematlvespllcing
 により生じるものではなく,それぞれ独立のシングルコピーの遺伝子であることが明らかになった.
 次に,マボヤのチロシナーゼ遺伝子群である月「rTγRおよびHrTR高貴伝子の5「上流域のクローニングおよ
 び転写調節領域の解析を行なった。それぞれの5「上流域を様々な長さに加工したものとレポーター遺伝子
 齢cZを融合させたコンストラクトをマボや受精卵に導入,尾芽胚まで発生させた後に固定,観察した。
 脊椎動物のチロシナーゼ遺伝ゴー群のプロモーター領域においてはCATGTGタイプのE-boxをコア配列とす
 るn垢、{基のM-boxが転写因」へのMITF腿itfに認識される。HrTγRの5'上流L8kbにはE-boxが9つ含まれたが,
 そのうちM-boxと同じCATGTGタイプのものは1つだけであった。これらのE.boxを1つも含まない,5'h
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 流わずか一250bp(rしMelのATGのAを+!とするフを含むコンストラクトにおいても色素細胞特異的な発
 現を保証することが明らかになった。また,一152bpまでの上流は遺伝子の発現には十分かつ必須である
 こと,一250～一!70bpの中にHrTyRの発現を色素細胞に限定するエレメントが含まれることが示された。
 一方HrTR拓童伝子は5'上流域に非翻訳エキソン(エキソン1a)を持つことを今回5「RACEにより初めて
 明らかにした。これはヒトやマウスで報告されているTRP-1の構造とよく似、ている。また,スクリーニン
 グにより得られたクローンの解析により,HrTR高貴伝子の5「上流域の塩基配列は一750bpまでは保存されて
 いるが,それ翔、上は複数タイプあることが示唆された。この共通部分の解析により,Hr取高童伝子の色素
 細胞における発現を保証するには一490～一418bpのわずか73bpで十分であること,そしてエキソン1aとエ
 キソン1の問のイントロン!aにエンハンサー活性があることを明らかにした。また,ここで同定されたプ
 ロモーター領域はHrTγRと同様,M-boxもE-boxも含まないものであった。
 このように原索動物のマボヤにおけるチロシナーゼ遺伝子群の転写調節領域は,脊椎動物で報告され
 ている大切なエレメントを欠くものであった。それでは原索動物の転写調節機構は脊椎動物のものとは
 全く独立の系なのであろうか?
 4種の脊椎動物(ヒト,マウス,ウズラ,スッポン)のチロシナーゼ遺伝子の5'上流域のアライメント
 をとると非常に保存性の高い配列がいくつか見つかる。これら(CSVTl⊆onserved旦eque!1ces1nエertebrate
 1yroslnasegenes)を,色素細胞における発現を保証するのに十分であることが明らかになったHrTγ尺遺伝
 子5'上流一152bpを含むコンストラク1・,HrTyr-!52に,さらにそれぞれを融合したコンストラクトを作成
 し,同様にマボや受精卵に導入,尾芽胚におけるL&cZの発現を観察した。非常に興味深いことに,その
 うちの1つ,10basesの配列からなレ)E-boxも含まれないCSVT!0だけが特異的に転写活性をエンハンスした。
 以上のことから,マボヤのチロシナーゼ遺伝子群のプロモーター領域に機能的なM-boxは含まれず,原
 索動物のマボヤは脊椎動物とは異なるタイプのシス・エレメントを介してチロシナーゼ遺伝子の発現を
 制御していることを明らかにした。しかし,脊椎動物のシス・エレメントにはマボヤにおいても潜在的
 に機能するものがあり,原索動物と脊椎動物のチロシナーゼ遺伝子群の発現制御機構は,共通の祖先動
 物において確立されたものから,その後多様化していった可能性が考えられる。
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 論文審査の結果の要旨
 多細胞生物発生の分子機構とその系統解析は生物学的に重要な課題である。豊田礼子提出の論文は,
 色素細胞の発生機構を一つのモデルシステムとし,1)その過程で細胞種特異的に発現する遺伝子の発現
 制御機構を明らかにし,2)それら機構の系統解析を行うことを目的としている。
 本入は,原索動物マボヤのメラニン産成に必須のチロシナーゼとその関連タンパク質をコードする遺
 伝子の発現制御機構を明らかにした。原索動物は我々脊椎動物にもっとも近縁な無脊椎動物でる。
 まず本人は,マボヤチロシナーゼ関連タンパク質(tyrosinase-relatedprotein/TRPITy!P)をコードする遺
 伝子の特異な構造を初めて明らかにした。
 次に,当該遺伝子およびマボヤチロシナーゼ遺伝子の転写制御機構を解析した。これら遺伝子の」二流
 域をレポーター遺伝子・LacZに繋ぎ,マボや受精卵にマイクロインジェクション法で導入した。本人の
 膨大な実験結果は,これらマボや遺伝子の色素細胞特異的な発現を保証する上流域に,脊椎動物ホモロ
 グ遺伝子の発現に重要な,脊椎動物に保存されたシスエレメントが認められないことを示すものであっ
 た,コ
 そこで本人は,脊椎動物チロシナーゼ遺伝子発現調節領域に保存された幾つかの配列(ヒ記のエンハ
 ンサー活性が既知のシスエレメントを含む)を繋いだレポーター遺伝子コンストラクトを作製し,上記
 同様にその発現をマボヤで解析してみたところ,脊椎動物の色素細胞ではエンハンサー活性の認められ
 ないある一つの保存された配列が,マボや色素細胞特異的なレポーター遺伝子の発現を強く昂進するこ
 とを発見した。この結果は,マボヤにはこの脊椎動物由来のエレメントに結合できる転写調節タンパク
 質が存在することを強く示唆する。本人は,この転写調節タンパク質とシスエレメントの連携機構を,
 脊椎動物進化の過程における色素細胞発生機構の進化と対応させて考察を行っている。
 これら本人が得た結果は新しい知見であり,色素細胞発生機構の進化を考察する際の重要な基礎デー
 タを提供しており,当該分野への貢献が著しい。従ってこの論文は博士論文として適当であり,著者が
 この分野において自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。
 よって,豊田礼子提出の論文は博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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